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(54) Title: METHOD FOR OBTAINING A MONOCOTYLEDON PLANT CONTAINING A GENE OF INTEREST FREE OF 
FOREIGN ANCILLARY SEQUENCE 



(54) Titre : METHODE D'OBTENTION DE PLANTE MONOCOTYLEDONE CONTENANT UN GENE D'INTERET SANS 
SEQUENCE AUXILIAIRE ETRANGERE 



(57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining a transgenic monocotyledon plant containing a gene of interest free 
of foreign ancillary sequences, comprising the following steps: a) transforming at least a plant cell free of active transposase, with a 
vector comprising two expression cassettes, one (i) including a nucleotide sequence of interest, the other (ii) including a nucleotide 
sequence coding for a selection marker framed by the mobilisable sequences of a transposon; b) selecting plants transformed with 
the selection marker (ii); cross-breeding a transformed plant with another plant belonging to a line containing in its genome a gene, 
coding for an endogenous active transposon, and which is in the middle of an excision phenotypic marker (iii) to obtain a FI or any 
other individual of subsequent generation; d) selecting cells of individual carriers of the gene of interest free of foreign ancillary 
\^ sequence, from the FI generation; e) regenerating plants from the cells or individuals selected in (d). 



< 



(57) Abrege : La presente invention concerne une methode d'obtention d'une pi ante Monocotyledone transgenique contenant un 
gene d'interet sans sequences auxiliaires etrangeres, comprenant les etapes suivante: a) transformation d'au moins une cellule de 
plante ne possedant aucune transposase active, avec un vecteur comprenant deux cassettes d' expression, l'une (I) comprenant une 
sequence nucleotidique d'interet, 1' autre (ii) comprenant une sequence nucleotidique codant pour un marqueur de selection encadre 
par les sequences mobilisables d'un transposon; b) selection des plantes transformees avec le marqueur de selection (ii); c) croise- 
ment d'une plant transformees avec une autre plante appartenant a une lignee contenant dans son genome un gene, codant pour une 
transposase active endogene, et qui se trouve au milieu d'un marqueur phenotypique d' excision (iii), pour obtenir une FI ou tout 
autre individu de generation FI; e) regeneration de plantes a partir des cellules ou des individus selectionnes en (d). 
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Methode d'obtention de plante Monocotyledone contenant un gene d'interet sans 

sequence auxiliaire etrangere. 



5 La presente invention concerns une methode d'obtention de plante Monocotyledone 

contenant un gene d'interet sans sequence auxiliaire etrangere. 

La transgenese vegetale consiste a introduire dans une plante un ou des genes 
provenant de differents organismes (bacteries, virus, insectes, plantes), dans le but de lui 
apporter de nouveaux caracteres et d'ameliorer certaines qualites agronomiques ou 

10 alimentaires. La grande diversite de genes, associee au developpement des techniques 
de transformation genetique classiques, a abouti a la creation de nouvelles varietes 
vegetales. Dans certains cas, grace a I'introduction de caracteres conferant une 
resistance a un herbicide, a des pathogenes ou a divers stress, les pratiques culturales 
peuvent etre facilities et les rendements augmentes. Dans d'autres cas, la valeur nutritive 

15 de la plante et la teneur en certains composes essentiels peuvent etre ameliorees. 
Cependant, Integration de genes dans un genome durant un processus de transgenese 
se fait avec une frequence tres basse. C'est pourquoi, dans la plupart des cas, on lie 
genetiquement aux genes d'interets soit un gene marqueur de selection, qui donne un 
avantage selectif aux cellules transformees, soit un marqueur phenotypique, qui permet a 

20 Thomrne de Tart d'identifier les cellules transformees parmi les autres. 

Les genes marqueurs de selection, tels que les genes de resistance aux 
antibiotiques ou aux herbicides, sont essentiels pour reperer les evenements de 
transformation. Cependant ils demeurent dans la plante et par consequent peuvent 
egalement etre detectee sous forme d'ADN ou de proteines dans certains produits 

25 derives, alors que generalement ils n'apportent pas de valeur ajoutee a la plante 
transformee obtenue. La presence de ces genes, et en particulier les genes de resistance 
aux antibiotiques et aux herbicides, est aujourd'hui au centre de nombreux debats sur les 
organismes genetiquement modifies (Flavell et a/., 1992 ; Chesson et a/., 2000). 

II est done necessaire d'elaborer des systemes qui permettent I'elimination de ces 

30 genes de selection, une fois que les transformants ont ete isoles par action de I'agent 
selectif ou/et par analyses moleculaires. Plusieurs methodes d'elimination plus ou moins 
complexes ont ete etudiees, telles que : 

- la co-transformation qui consiste a introduire deux ADN-T (ADN de transfer!) dans 
I'organisme, le premier avec le gene d'interet et I'autre avec le gene de selection. Cette 

35 methode est plutot utilisee pour les especes a cycle de reproduction court. On selectionne 
ensuite dans la descendance des transformants portant le transgene d'interet mais ayant 
perdu le gene de selection par segregation. 
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- les systemes exploitant la recombinaison a des sites specifiques tels que le 
systeme cre/lox du bacteriophage P1 ou le systeme FLP/FRT de la levure (FliPase 
recombinase ; Lyzrik et al., 1997) utilises pour les especes a cycle de reproduction long 
(maTs, arbustes). Mais ces systemes restent complexes et lourds. 
5 - les systemes d'elimination qui exploitent les proprietes de genes mobiles presents 

dans de nombreux genomes comme les retroelements et les transposons, et en 
particulier le systeme Ac/Ds du maTs, utilises chez de nombreuses especes. 

Les elements transposables^en general, dont notamment le systeme Ac/Ds, peuvent 
s'exciser etse reinsurer dans le genome pendant le developpement cellulaire. Ces 
1 0 elements peuvent aussi ne pas trouver de site receveur dans lequel s'inserer et sont alors 
degrades par des nucleases. Principalement utilises pour le clonage et I'etiquetage de 
certains genes a phenotypes d'expression visibles (Dellaporta et a/., 1988), les 
transposons peuvent egalement servir a mobiliser, exciser et eliminer des genes 
(PCT/US91/04679). 

15 Un systeme utilisant Ac/Ds du maTs et permettant ('elimination de genes marqueur de 

selection chez la tomate, espece qui ne possede pas d'element Ac ou Ds a I'etat naturel, 

a ete decrit par Yoder et aL, (1993). 

Mais ce systeme, qui a fait ses preuves dans des plantes heterologues de type 

Dicotyledones (tomate, arabette, tabac), semblait jusqu'a lors difficilement exploitable 
20 chez des Monocotyledones en particulier le maTs, espece dans laquelle Ac/Ds reside 

naturellement. En effet la presence d'elements endogenes rend difficile la maTtrise et 

I'exploitation de ce systeme. 

Dans le cadre de la presente demande, les inventeurs ont reussi a mettre au point 

un nouveau procede original d'elimination de genes marqueurs chez les 
25 Monocotyledones, notamment chez le maTs, en utilisant un systeme de transposons 

endogene, comme par exemple le systeme Ac/Ds. 

La presente invention a done pour objet une methode d'obtention d'une plante 

Monocotyledone transgenique contenant un gene d'interet (i) sans sequence auxiliaire 

etrangere, comprenant les etapes suivantes: 
30 a) transformation d'au moins une cellule de plante ne possedant aucune 

transposase active, avec un vecteur comprenant deux cassettes d'expression, Tune 

comprenant une sequence nucleotidique d'interet (i), I'autre comprenant une sequence 

nucleotidique codant pour un marqueur de selection (ii) encadre par les sequences 

mobilisables d'un transposon, ladite cassette d'expression comprenant une sequence 
35 nucleotidique d'interet (i) etant en dehors de I'element transposon; 

b) selection des plantes transformees avec le marqueur de selection (ii); 
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c) croisement d'une plante transformee avec une autre plante appartenant a une 
lignee contenant dans son genome un gene, codant pour une transposase active 
endogene, et qui se trouve au milieu d'un marqueur phenotypique d'excision (iii), pour 
obtenir une F1 ou tout autre individu de generation ulterieure ; 
5 d) selection des cellules ou des individus porteurs du gene d'interet sans 

sequence auxiliaire etrangere, a partir de la generation F1 ; 

e) regeneration de plantes a partir des cellules ou des individus selectionnes en 

(d). 

Par «sequences auxiliaires etrangeres», on entend des sequences (ii) codant pour 
10 un marqueur de selection lequel peut etre egalement un marqueur phenotypique 
permettant de selectionner une plante transformee d'une plante qui ne contient pas I'ADN 
etranger transfecte. Comme sequence codant pour un marqueur de selection, ou gene 
marqueur de selection, on peut citer notamment un gene conferant une resistance a un 
antibiotique (Herrera-Estrella et a/., 1983), ou une resistance a un herbicide (EP 242 246), 
15 ou encore ; 

- le gene sul conferant la resistance a I'herbicide sulfonamide Asulam (WO 
98/49316), 

- le gene nptll conferant la resistance a la kanamycine (Bevan et a/., 1983), 

- le gene hph conferant la resistance a I'hygromycine (Herrera-Estrella et a/., 1983), 
20 - le gene bar conferant la tolerance au bialaphos (White et a/., 1990), 

- le gene EPSPS conferant la tolerance au glyphosate (US 5,188,642), 

- le gene HPPD conferant la tolerance aux isoxazoles (WO 96/38567), 

- le gene de la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) qui detoxifie le 
chloramphenicol. 

25 Dans le cadre de I'invention, on utilisera preferentiellement le gene bar ou le gene 

nptll. 

Comme sequence codant pour un marqueur phenotypique, ou gene marqueur 
phenotypique utile comme marqueur de selection (ii) dans le procede selon I'invention, on 
peut citer les genes rapporteurs permettant une selection par un critere phenotypique, 
30 colorimetrique ou luminescent et facilement detectable, comme par exemple : 

- le gene codant pour I'enzyme (3-glucuronidase (GUS) (Jefferson et a/., 1987), 

- le gene codant pour la proteine fluorescence verte GFP qui permet de visualiser, 
sous UV, les cellules transformees (Chalfie et a/., 1994), ainsi que toutes les autres 
proteines fluorescentes derivees de la GFP, 

35 - le gene nptll qui, utilise a faible dose, inhibe la synthese des chloroplastes, 

ou plus generalement tout gene permettant I'expression d'un pigment comme par 
exemple les genes intervenant dans la synthese des flavonoides (anthocyanes, 
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phlobaphenes et derives), qui peuvent etre utilises comme genes rapporteurs dans la 
transformation des cereales. Ce systeme rapporteur permet Texpression de pigments 
allant du rouge au violet dans certains tissus transformes. On peut citer l'exemple des 
genes regulateurs Lc ( Ludwig et al., 1990), B et C1 intervenant dans la synthese des 
5 anthocyanes et le gene P intervenant dans la synthese des phlobaphenes (Grotewold et 
al., 1998). 

Selon un mode prefere, on peut integrer dans la cassette d'expression comprenant 
une sequence nucleotidique codant pour un marqueur de selection (ii) un autre gene 
marqueur phenotypique de type gene rapporteur a selection non destructive, pour faciliter 
1 0 les etapes de selection par simple observation visuelle, non destructive. A titre d'exemple, 
on peut citer la GFP decrite par Nielsen et al. (1999) et tout autre variant de la GFP 
utilisable dans les plantes, comme par exemple ceux decrits par Seth J. Davis (1998). 



Pour la sequence codant pour un marqueur de selection (ii) ci-dessus, on utilisera 
15 avantageusement un promoteur specifique d'un tissu ou d'un organe pour differencier 
I'expression de ce gene marqueur phenotypique (ii) par rapport a Texpression du 
marqueur phenotypique d'excision (iii) de la plante utilisee a I'etape (c) pour croiser la 
plante transformee. 

La presente invention concerne done un systeme a deux composantes, qui sont 
20 representees sur la figure n°1 : 

- une premiere plante ne possedant aucune transposase active bien que presentant 
un systeme transposon endogene, dans laquelle un construit, comprenant la cassette 
d'expression du gene d'interet (i) et celle du gene marqueur de selection (ii), peut y etre 
integre. 

25 - une deuxieme plante contenant dans son genome un gene codant pour une 

transposase active endogene et qui est insere dans un marqueur phenotypique d'excision 
(iii). 

De fagon preferentielle, la plante Monocotyledone transformee selon I'invention ne 
contient aucune transposase active bien qu'ayant un systeme transposon endogene. De 
30 fagon preferee, le plante Monocotyledone transformee peut etre une plante de maTs, et 
elle peut appartenir a : 

- la lignee A188 qui ne contient aucune transposase active 

- une lignee M1 sans aucune transposase active, issue du croisement des lignees 
A188 et B73, et favorable a la formation de cals de type II tres regenerants 

35 - ou plus generalement toute autre lignee ne contenant aucune transposase active. 

Parmi les elements transposables selon I'invention, on peut utiliser par exemple des 
families de transposons mises en evidence chez les Monocotyledones, telles que : 
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- I'element Dotted (Dt), mis en evidence chez le maTs 

- la famille d'elements Mutator like (Mu), mise en evidence chez le maTs et le riz 

- la famille Activator/Dissociation like (Ac/Ds), mise en evidence chez le maTs 
(Muller-Neumann et a/., 1984), I'orge (Chernyshev et a/., 1988), et le millet ( 

5 MacRae et a/., 1994) 

- fa famille CACTA like, mise en evidence chez le maTs (Pereira et ai ,1986) , le 
sorgho (Chopra etai, 1999), I'orge (Chernyshev et ai, 1988), et le riz (Mototashi R. 
etal., 1996) 

- la famille copia like, mise en evidence chez I'orge (Mannimem etal., 1993) 

10 Selon un mode prefere de I'invention, le systeme d'elimination, de genes marqueurs 

est le systeme Ac/Ds de maTs. 

Les elements de la famille Activator/Dissociation (Ac/Ds) font partie des elements 
transposables de type II, et se composent ainsi principalement de deux domaines : 

- un gene qui code pour la proteine necessaire a la mobilite des copies, la 
1 5 transposase. 

- deux extremites terminates inversees et repetees nommees ITR (Inverted Terminal 
Repeat). Les ITR et certaines sequences flanquantes semblent servir de reperes pour 
diriger Taction de la transposase. 

L'elernent Ds est un element Ac qui a subi d'importantes mutations ou deletions dans la 
20 sequence codant pour la transposase. II ne peut s'exciser de son site d'insertion qu'en 
presence d'une source de transposase active Ac. II est done >4c-dependant. 
Par extension on peut appeler un element Ds tout element compose de deux ITR 
entourant n'importe quelle sequence interne dont la taille est inferieure a celle de 
I'element autonome. 

25 Selon la presente invention, le construit d'ADN utilise a I'etape (a) comprend une 

cassette d'expression du gene d'interet (i) et une cassette d'expression du gene marqueur 
de selection (ii). 

Le gene marqueur a eliminer (ii) est integre entre deux bordures provenant des 
extremites d'un element Ac et contenant les sequences necessaires a la transposition. Le 
30 tout est insere dans I'ADN-T qui porte ainsi un element transposon defectif de type Ds 
contenant le gene de selection. Cet element est nomme Ds::M (M pour Marqueur de 
selection ou Marqueur phenotypique). 

Le gene d'interet est quant a lui sur I'ADN-T et en dehors de I'element transposable 
Ds::M. 

35 Selon la presente invention, les sequences nucleotidiques d'interet (i) peuvent etre 

toutes les sequences d'acides nucleiques permettant de donner ou ameliorer un trait de 
caractere interessant chez la plante transgenique resultante. Par exemple, la sequence 
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d'acide nucleique peut coder pour des proteines ou des transcrits ARN antisens qui 
peuvent permettre d'ameliorer des valeurs nutritionnelles, le rendement, la resistance aux 
pathogenes, aux maladies, a la secheresse.... De tels genes sont notamment decrits 
dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. 
5 Les sequences nucleiques d'interet peuvent egalement etre introduces en tant 

qu'outil genetique pour generer des mutants et/ou assister I'identification, le marquage 
moleculaire ou I'isolement de segments de genes de plantes. D'autres exemples sont 
decrits dans Weising et a/., 1995. 

Selon la presente invention, I'acide nucleique d'interet (i) est insere dans une 
10 construction d'acides nucleiques, appelee cassette d'expression du gene d'interet, et est 
lie de maniere operationnelle a des elements permettant son expression et 
eventuellement sa regulation. 

Parmi ces elements, on peut citer les promoteurs, les activateurs et les terminateurs 
de transcription. 

1 5 Parmi les promoteurs de transcription pouvant etre utilises, on peut citer notamment 

des promoteurs constitutifs, des promoteurs specifiques de tissus ou d'organes, ainsi que 
des promoteurs specifiques du developpement. 

De maniere generale, on utilisera preferentiellement un promoteur constitutif tel que 
le promoteur pAct 1 du gene Act 1 de riz contenu dans le plasmide pAct1-F4 (Mc Elroy et 

20 a/., 1991) ou le promoteur p35S (Kay et a/., 1987), ou un promoteur tissu specifique 
comme le promoteur HMWG de ble ou d'orge, ou encore le promoteur pCRU du gene de 
la cruciferine de radis, qui permettent tous trois une expression de la proteine d'interet 
dans les graines (Roberts et aA, 1989 ; Anderson O.D. et al., 1989 ; Depigny-This et a/., 
1992). 

25 D'autres elements tels que les introns, enhancers, sequences de polyadenylation et 

derivees, peuvent egalement etre presents dans la sequence nucleique d'interet, pour 
ameliorer ['expression ou le fonctionnement du gene transformant. 

De maniere avantageuse, la cassette d'expression peut aussi contenir des sequences 5' 
non traduites dites leader'. De telles sequences peuvent ameliorer la traduction. 

30 Parmi les terminateurs utilisables dans les constructions de Tinvention, on peut citer 

notamment : le terminateur Nos correspondant a la region 3' non-codante du gene de la 
nopaline synthase du plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens (Depicker et a/., 1982). 

La cassette d'expression du gene d'interet (i) est inseree dans un vecteur 
nucleotidique, tel qu'un plasmide, qui comprend en outre la cassette d'expression du gene 

35 marqueur (ii) insere entre deux ITR. 

Selon la presente invention, la cassette d'expression du gene marqueur (ii) 
comprend I'acide nucleique codant pour le marqueur de selection ou le marqueur 
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phenotypique, flanque des elements necessaires a son expression, notamment les 
promoteurs, les activateurs et les terminateurs de transcription, tels que decrits ci-dessus. 

Selon un mode de realisation du procede d'invention, les cellules vegetales sont 
transformees par un vecteur tel que defini precedemment, transfere dans un hote 
5 cellulaire susceptible d'infecter lesdites cellules vegetales en permettant ['integration dans 
le genome de ces dernieres, des sequences nucleotidiques d'interet initialement 
contenues dans le genome du vecteur susmentionne. Avantageusement, I'hote cellulaire 
utilise est une souche bacterienne, telle que Agrobacterium tumefaciens, notamment 
selon la methode decrite dans Particle d'An et a/., (1986), ou encore Agrobacterium 

10 rhizogenes, notamment selon la methode decrite dans Tarticle de Guerche et a/., (1987). 

Par exemple, la transformation des cellules vegetales peut etre realisee par le 
transfer! de la region T du plasmide circulaire extra chromosomique indicateur de tumeurs 
Ti & Agrobacterium tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (Watson et al., 1994). 
Pour ce faire, deux vecteurs sont construits. Dans Tun de ces vecteurs, la region T a ete 

15 eliminee par deletion, a I'exception des bordures gauche et droite, un gene marqueur 
etant insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de plantes. L'autre 
partenaire du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a plus 
de region T mais qui contient toujours les genes de virulence vir, necessaire a la 
transformation de la cellule vegetale. 

20 Selon un mode prefere, on peut utiliser la methode decrite par Ishida et al. (1996), 

pour la transformation des Monocotyledones. 

On peut citer aussi d'autres modes de realisation du procede de I'invention, 
notamment les methodes de transfert direct de genes aux cellules vegetales telles que la 
microinjection directes dans des embryoides de plante (Neuhaus et a/., 1987), I'infiltration 

25 in planta des inflorescences (Bechtold et al., 1993) ou I'electroporation de protoplastes 
(Chupeau ef al. , 1989) ou encore la precipitation directe au moyen de PEG de 
protoplastes (Schocher et a/., 1986) ou le bombardement de cals ou d'embryons par 
canon de particules recouvertes de I'ADN plasmidique d'interet (Fromm M. et a/., 1990). 
Selon un autre protocole, la transformation est realisee selon la methode decrite par 

30 Finer et al. (1992), utilisant le canon a particules de tungstene ou avantageusement d'or, 
sur des cals ou des embryons. 

La selection a Tetape (b) des cellules de plantes transformees peut etre effectuee 
sur milieu selectif ou par simple observation visuelle dans le cas de I'utilisation d'un gene 
marqueur phenotypique. 

35 Le croisement de I'etape (c) s'effectue entre la plante transformee et une autre 

plante, ayant une transposase active endogene et qui est au milieu d'un marqueur 
phenotypique d'excision (Hi), pour obtenir une F1 ou tout autre individu de generation 



WO 02/101061 PCT/FR02/01656 

8 

ulterieure selon les techniques connues de rhomrne du metier. Uautre plante est 
preferentiellement une lignee elite a caracteres agronomiques d'interet. 

Selon la presente invention, on entend par transposase active endogene une 
transposase active obtenue de fagon non transgenique. 
5 Selon la presente invention, la plante transformee et identifiee est croisee a I'etape 

(c) avec une autre plante appartenant a une lignee contenant dans son genome un gene, 
codant pour une transposase active endogene, et qui se trouve inseree dans un marqueur 
phenotypique d'excision (iii). 

Les transposons ont tendance a se methyler au cours des generations, en 

10 particulier chez le maTs, plus aucun transcrit n'est alors detectable. La phase active du 
transposon correspond done a un etat de faible methylation qui permet la transcription 
normale du gene. En associant au transposon un marqueur phenotypique d'excision on 
peut visualiser les cellules dans lesquelles il y a eu transposition et quantifier le niveau 
d'activite du transposon dans I'organisme et ainsi visualiser la production de transposase. 

15 Le transposon est generalement insere entre le promoteur et la partie codante du 
marqueur phenotypique d'excision, rendant impossible son expression. Lorsque le 
transposon exprime la transposase, il peut s'exciser du gene dans lequel il etait insere, ce 
qui restaure I'activite du gene. On peut ainsi visualiser par analyse phenotypique les 
cellules dans lesquelles il y a eu production de la transposase susceptible d'exciser 

20 ['element Ds::M. 

Par « marqueur phenotypique d'excision » (iii), on entend tout gene codant pour un 
pigment ou tout autre gene permettant de suivre revolution de I'excision de I'element Ac. 
A titre d'exemple un marqueur phenotypique d'excision peut etre tout gene dont une 
mutation donne un phenotype visible sur la graine ou la plante ou une partie de la plante 

25 par exemple des genes intervenant dans la voie biochimique des anthocyanes ou des 
phlobaphenes. On peut citer les genes constitutifs A1, A2, C2, Bzlou Bz2 et les genes 
regulateurs C1, Vp1, PI, P1 et R1. Selon la presente invention Pallele preferential peut etre 
I'allele R-nj qui est un marqueur phenotypique endogene de la famille R1 present dans 
certaines lignees de maTs. L'allele R-nj::transposon est porteur d'un element Ac actif, la 

30 region chromosomique a laquelle appartient R-nj etant particulierement hypomethylee 
(Brink et a/., 1973). Lorsque I'Ac se transpose hors du gene R-nj, ce dernier redevient 
generalement fonctionnel, ce qui se traduit par la production de secteurs anthocyanes 
violet de type "navajo" visibles sur la couronne de la graine, dont I'embryon. Ce 
phenotype variegue est un bon moyen pour evaluer et localiser des evenements pour 

35 lesquels il y a eu production de transposase. En outre, il permet de verifier Pactivite du 
transposon au cours des generations et de suivre la transposase au fil des croisements. 
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A titre d'exemple de lignees utilisables a I'etape (c) contenant dans son genome un 
gene codant pour une transposase active endogene, et qui se trouve inseree dans un 
marqueur phenotypique d'excision, on peut citer les lignees : 

-W22/R-nj::Ac, lignee homozygote pour l'allele R-nj : :Ac issue de graines provenant 
5 du Stock Center (http://www.agron.missouri.edu/). 

-A188/R-nj::Ac, lignee homozygote pour Tallele R-nj : :Ac introgresse dans Ie fond 
genetique de A188. 

-Hill/R-nj::Ac lignee homozygote pour l'allele R-nj : :Ac introgresse dans le fond 
genetique de Hill. 

10 -W23/P-W, lignee homozygote pour l'allele P-vv issue de graines provenant du 

Stock Center. Un element Ac est insere dans l'allele P-rr. 

-ou plus generalement toute lignee possedant un transposon actif insere dans un 

gene a phenotype visible et possedant Ie genotype necessaire a son expression. 

L'allele porteur de ('element Ac, bien qu'instable peut-etre transfere a d'autres 
15 lignees par plusieurs croisements. II suffit de verifier avant retrogression que la lignee 

receptrice possede bien la totalite des alleles necessaires a I'expression du phenotype. 

Dans le cas de l'allele R-nj:: Ac, les alleles A1 , A2, Bz1 , Bz2 et C1 doivent etre presents ou 

peuvent etre introgresses. 

La selection, a I'etape (d), des individus qui portent le gene d'interet (i) sans 
20 sequence auxiliaire etrangere peut etre realisee sur des plantes F1 , ou des plantes F2, ou 

des cals issus d'embryons F1. La selection des individus peut etre appreciee par des 

techniques connues de l'homme du metier comme les techniques de PGR et de Southern, 

ou d'observations phenotypiques. II est done effectue par exemple une identification des 

evenements transformers ayant integre dans leur genome I'ADN-T porteur du gene 
25 marqueur de selection (ii), et une selection des evenements monocopie en particulier. II 

est possible d'effectuer une selection des plantes F1 resistantes pour rechercher des 

excisions somatiques, et une analyse des plantes F2 sensibles pour detecter 

d'eventuelles excisions germinales. 

La presente invention concerne egalement une methode d'obtention d'une plante 
30 Monocotyledone transgenique contenant un gene d'interet sans sequence auxiliaire 

etrangeres dans laquelle la selection a I'etape (d) des individus se fait par voie 

reproductive et comprend les etapes suivantes : 

- selection des grains F1 variegues ; 

- selection des evenements d'excision somatique de I'element DS : :M par 
35 technique PGR ; 

- selection des evenements d'excision germinale de I'element Ds : :M par technique 

PCR; 
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- obtention de semis de plantes F2 a partir de ces evenements. 

Ainsi selon la presente invention la selection des individus porteurs du gene d'interet 
(i) sans sequence auxiliaire etrangere peut etre issue d'une analyse de la variegation de 
I'allele marqueur d'excision du transposon, sur les epis F1. 
5 Entre egalement dans le cadre de I'invention une methode d'obtention d'une plante 

Monocotyledone transgenique contenant un gene d'interet (i) sans sequence auxiliaire 
etrangere dans laquelle la selection des individus, a I'etape (d), se fait par voie vegetative 
et comprend les etapes suivantes : 

- production de cals a partir d'embryons immatures F1 

10 - selection visuelle des cals contenant PADN-T et ('element Ds : :M 

- multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de I'element Ds : :M 

- regeneration de plantes F1 a partir de ces secteurs d'excision. 

Selon la presente invention, des plantes F1 peuvent etre obtenues directement par 
regeneration a partir de cals selectionnes a I'etape (d), par la voie de culture in vitro 
15 d'embryons immatures d'epis F1. 

L'invention a egalement pour objet les plantes Monocotyledones transgeniques ou 
parties de plantes, telles que cellules ou cals, contenant un gene d'interet sans 
sequences auxiliaires et susceptibles d'etre obtenues par I'une des methodes 
precedemment decrites. 

20 Les plantes Monocotyledones hybrides, caracterisees en ce qu'elles sont obtenues 

par le croisement des plantes obtenues par les procedes decrits ci-dessus, font aussi 
partie de l'invention. 

L'invention concerne en particulier les plantes de maTs. 

L'invention comprend aussi une methode de selection sur cals des evenements 
25 presentant une excision de I'element Ds : :M pour I'obtention de plantes transgeniques 
contenant un gene d'interet (i) sans sequence auxiliaire etrangere, comprenant les 
etapes : 

- production de cals a partir d'embryons immatures F1 

- selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et I'element Ds : :M 

30 - multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de I'element Ds : :M 

- regeneration de plantes F1 a partir de ces secteurs d'excision. 

La formation de cal est due a une proliferation cellulaire, c'est a dire un amas de 
cellules indifferenciees et rejuvenilisees qui pourront donner naissance a des embryons 
bipolaires. Ces embryons bipolaires peuvent, sous certaines conditions connues de 
35 I'homme de Tart, se comporter comme des embryons zygotiques - issus de la fecondation 
entre une cellule sexuelle femelle et une cellule sexuelle male - et donner une plante. 
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Lors des divisions cellulaires qui ont lieu durant de la croissance du cal, un certain 
nombre d'evenements d'excision du transposon Ds::M vont avoir lieu. Le cal ainsi 
constitue est done chimerique et contient des secteurs de cellules possedant le Ds::M et 
des secteurs de cellules ne possedant plus le Ds::M. 
5 Le gene marqueur phenotypique permet d'identifier les cellules transformees au 

cours des processus de transgenese qui possedent un phenotype pouvant s'exprimer 
dans le cal. 

Alternativement, cette methode peut egalement servir a reconnaTtre les cellules 
dans lesquelles le gene marqueur phenotypique (iii) ne s'exprime plus, soit a cause d'une 
10 extinction du gene, soit a cause de I'excision du gene. On choisira preferentiellement un 
gene marqueur phenotypique de type GFP, anthocyanes ou tout autre gene marqueur a 
expression colorimetrique. On peut egalement utiliser le gene nptll qui inhibe la synthese 
des chloroplastes. 

L'invention concerne aussi un vecteur comprenant deux cassettes d'expression 
1 5 comme decrites precedemment. 

Entre egalement dans le cadre de l'invention une cellule hote comprenant un 
vecteur tel que defini precedemment. 

L'invention a egalement pour objet une cellule de plante, ou un clone d'une telle 
cellule, transformee par un vecteur comme decrit precedemment. 
20 La presente invention peut egalement s'appliquer a d'autres plantes, notamment 

Monocotyledones, qui possedent: 

- un systeme transposon comme decrit precedemment, et 

- un systeme marqueur phenotypique ; par exemple de type anthocyane, retrouve 
chez les Poaceae (mafs, sorgho, ble, avoine, riz), 

25 qui sont les deux composantes essentielles du procede selon l'invention. 

Parmi les monocotyledones qui peuvent egalement etre obtenues selon le meme 
protocole, on peut citer par exemple ; Sorghum bicolor (sorgho), Hordeum vulgare (orge), 
Triticum eastivum (ble), Oriza sativa (riz), Pennisetum glaucum (millet). 



30 
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Figure n°1 : schema des deux composantes du systeme : le Ds : :M a eliminer et 
la source de transposase. 
5 Figures n°2 : cartes de restriction des plasmides pBios340-nptll (figure 2A) et 

pBios342-bar (figure 2B), derives du plasmide pSB12. 

Figure n°3 : schema des deux voies possibles pour obtenir des plantes 
transgeniques sans gene marqueur de selection. 

Figure n°4 : observation de I'excision germinale 
10 Figure n°5 : carte de restriction du plasmide pBios491 comprenant le gene GFP et 

le gene Nptll dans un element Ds. 

Figure n°6 : carte de restriction du plasmide pBios 424 comprenant le promoteur 
A9-barnase-terminateur 3' CaMV et le gene de resistance a la kanamycine Nptll dans un 
element dissociant Ds. 



15 
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EXEMPLES 

Exempie 1- Obtention d'une lignee A188, Ac inactive, transformee avec l'element 
Ds::M de facon stable 

5 

1.1. Preparation des construits Ds::M 
L'element Ac dont la sequence a servi a faire les construits Ds : :M est I'Ac insere dans le 

locus p (Lechelt et a/., 1989) identique a l'Ac9 du gene waxy (Fedoroff et al. 1983). 

Les pieds du Ds::M ont ensuite ete construits par deletions internes de I'Ac. Leurs tailles 

1 0 sont: - 337 pb pour extremite 3' Ac 

- 404 pb pour extremite 5' Ac 

L'exemple propose dans cette invention traite de deux vecteurs qui presentent un 

polylinker dans un construit d'ADN, permettant ainsi d'amener un gene d'interet par 

clonage. 

1 5 Les transformations des plantes ont ete effectuees avec deux vecteurs pBios340 

et pBios342, decrits ci-dessous, issus du meme vecteur de depart pSB12 (Japan 
Tobacco, EP 672 752), contenant les deux bordures LB et RB. 

A I'interieur de l'element Ds, un gene marqueur de selection (MS) a ete introduit sous 
controle du promoteur du gene actine 1 de riz, suivi du premier intron actine de riz (Mc 
20 Elroy e£a/., 1991). 



a) Ds : :npt II (pBios340) 

Le plasmide pBios340 contient un ADN-T constitue des bordures de pSB12, de 
I'extremite 5' de l'element Ac, le promoteur et le premier intron du gene Actine 1 de riz, le 
25 cadre de lecture ouvert npt II (Bevan et aL, 1983), le terminateur Nos (du gene qui code 
pour la nopaline synthase isole chez Agrobacterium tumefaciens) et I'extremite 3' de 
l'element Ac. 

Le Ds : :npt II a une taille de 3428 pb (figure n°2). 



30 b) Ds : :bar (pBios342) 

Le plasmide pBios342 a la meme organisation que pBios340 et possede le cadre de 

lecture ouverte bar (White et aL, 1990), a la place du cadre de lecture ouverte npt II 

(figure n°2V 

Le Ds : :bar a une taille de 3173 pb. 
35 Pour simplifier, la cassette d 'expression promoteur - intron actine - cadre de 

lecture ouverte npt II ou bar - terminateur Nos sera considere comme un gene fonctionnel 

npt II ou bar. 
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1 .2 Transformation du maTs et regeneration 

a) choix d'une lignee ne possedant aucune transposase Ac active 
Les lignees, qui peuvent etre utilisees, doivent preferentiellement ne comporter 
5 aucune transposase active pour que I'ADN-T soit stable dans la plante transformee, et 
avoir une bonne aptitude a la transformation par Agrobacterium tumefaciens. 

On utilise ainsi la lignee A188, qui est une lignee de I'espece Zea mays subsp 

mays. 

Afin d'evaluer I'activite des transposases endogenes, I'etat de methylation des 
1 0 elements Ac est analyse. 

L'ADN de chaque plante a ete digere par les endonucleases Bglll et Pvull 
separement, puis par un melange de ces deux enzymes. 

Pvull est une enzyme sensible a la methylation. Une fois que le residu Cytosine de 
son site specifique de coupure est methyle (5'-C~A-G- m C-T-G-3 5 ), I'enzyme ne peut plus 
15 couper la sequence. Cette enzyme permet de reveler un etat de methylation de la 
sequence. Elle possede seulement deux sites de coupures dans la sequence de I'element 
Ac qui appartiennent tous deux a deux regions riches en dinucleotides CpG. Ces Tlots 
sont sensibles a la methylation chez les plantes. Le fragment Pvull-Pvuil de Ac fait 2524 
pb. 

20 Bglll est une endonuclease qui ne possede aucun site a I'interieur de I'element Ac 

mais assez frequent dans le genome du maTs. 

Les produits de digestion d'ADN genomique ont ete separes par electrophorese en 
gel d'agarose et transferes sur membranes nylon. 

Une sonde SAc de 1605 pb a ete obtenue par digestion de I'element Ac par 
25 I'endonuclease Hindlll. Ce fragment Hindlll-Hindlll correspond a une partie interne de 

['element Ac et ne peut done pas s'hybrider sur les elements Ds trop deletes par rapport a 

Ac et ne possedant plus cette partie d'Ac. L'hybridation est done limitee aux elements 

transposables et/ou aux sequences presentant une bonne homologie avec I'element Ac. 

Cette sonde provient d'un plasmide qui contient I'element autonome Ac9 initialement 
30 insere dans le locus p du maTs. Les fragments de 1605 pb ont ete extraits du gel 

d'agarose apres digestion et migration. Ms ont ensuite ete purifies avant d'etre hybrides 

sur les membranes nylon. 

Seules des bandes de tallies superieures a 8 kb sont presentes en haut de chaque 

piste pour les echantillons d'ADN de A188 et d'une lignee elite digeres par Pvull et 
35 Bglll/Pvull ; aucune bande de taille proche de 2,5 kb n'est visible. Ce profil de digestion 

montre que I'ADN genomique a ete partiellement digere par Pvull. L'absence de cette 

bande de 2524 pb dans les plantes A188 peut etre due a un etat de methylation des 
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transposases Ac qui seraient done inactives ou bien a I'absence de copie complete d'un 
element Ac dans ces fonds genetiques. 

En outre la lignee A188 contient tous les genes constitutifs necessaires (A1, A2, 
Bz1, Bz2, C2) et les alleles recessifs des genes regulateurs de la voie de synthese des 
5 anthocyanes (r-r,C1,pl). Elle n'exprime done aucun pigment de type anthocyane, sauf 
dans les antheres de la gaine des feuilles qui peut parfois etre rouge. C'est done une 
lignee receptrice interessante pour I'expression du marqueur anthocyane apres 
croisement. 



10 b) transformation par Agrobacterium et regeneration 

La technique de transformation utilisee est celle decrite par Ishida et a/., 1996. 
Agrobacterium tumefaciens a ete utilise, notamment a partir d'embryons immatures de 10 
jours apres la fecondation. Tous les milieux utilises sont donnes dans la reference citee. 
La transformation debute avec une phase de co-culture ou les embryons immatures des 

15 plantes de maTs sont mis en contact pendant au moins 5 jours avec une souche 
d' Agrobacterium tumefaciens, comme LBA 4404 (Ooms et a/., 1981) ou autre EHA 101 
(Hood et a/., 1986), EHA105 ( Hood et a/., 1993), AGL1 (Lazo et a/., 1991) contenant les 
vecteurs superbinaires. Le plasmide superbinaire est le resultat d'une recombinaison 
homologue entre un vecteur intermediate porteur de PADN-T contenant le gene d'interet 

20 et/ou le marqueur de selection derive des plasmides decrits dans les exemples 
precedents, et le vecteur pSB1 de Japan Tobacco (EP 672 752) qui contient : les genes 
virB et virG du plasmide pTiBo542 present dans la souche supervirulente A281 
d'Agrobacterium tumefaciens (ATCC 37349) et une region homologue retrouvee dans le 
vecteur intermediate permettant cette recombinaison homologue. Les embryons sont 

25 ensuite places sur milieu LSAs pendant 3 jours a I'obscurite et a 25°C. Une premiere 
selection est effectuee sur les cals transformes : les cals embryogenes sont transferes sur 
milieu LSD5 contenant de la phosphinotricine a 5 mg/l et de la cefotaxime a 250 mg/l 
(elimination ou limitation de la contamination par Agrobacterium tumefaciens), Cette etape 
est menee 2 semaines a I'obscurite et a 25°C. La deuxieme etape de selection est 

30 realisee par transfer! des embryons qui se sont developpes sur milieu LSD5, sur milieu 
LSD10 (phosphinotricine a 10 mg/l) en presence de cefotaxime, pendant 3 semaines 
dans les memes conditions que precedemment La troisieme etape de selection consiste 
a exciser les cals de type I (fragments de 1 a 2 mm) et a les transferer 3 semaines a 
I'obscurite et a 25°C sur milieu LSD 10 en presence de cefotaxime. 

35 La regeneration des plantules est effectuee en excisant les cals de type I qui ont 

prolifere et en les transferant sur milieu LSZ en presence de phosphinotricine a 5 mg/l et 
de cefotaxime pendant 2 semaines a 22°C et sous lumiere continue. 
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Les plantules ayant regenere sont transferees sur milieu RM + G2 contenant 100mg/l 
de cefotaxime pendant 2 semaines a 22°C et sous illumination continue pour I'etape de 
developpement. Les plantes obtenues sont alors transferees au phytotron en vue de leur 
acclimatation en serre. 

5 

1.3 Selection de transformants resistants et analyse moleculaire 
a) selection sur milieu selectif 
Selection des evenements de transformation resistants au glufosinate (Ds : :bar) 
Plusieurs milieux selectifs, le milieu d'initiation de cals, de maturation, et de regeneration 

10 permettent d'eliminer efficacement les evenements non transformes sensibles a I'agent 
selectif. Seuls les cals transformes sont regeneres et peuvent donner des plantules. Afin 
d'eliminer les plantules issues d'un echappement eventuel et qui se sont developpees au 
voisinage de plantes resistantes (le gene bar produit une proteine qui permet a la plante 
de detoxifier le glufosinate), un badigeonnage est realise sur une partie d'une feuille de la 

15 plante (Leaf painting assay) au stade six feuilles avec une solution contenant du 
glufosinate (Basta 0,5 % (v/v)). La feuille sensible presente, une semaine plus tard, un 
dessechement caracteristique. 

Selection des evenements de transformation resistants a la kanamvcine (Ds : inptll) 

La selection des evenements de transformation a ete realisee sur des milieux 

20 contenant differentes concentrations de kanamycine ou de geneticine. 

Un test de reperage des plantes transformees en serre a egalement ete mis en place. 
Quelques gouttes d'une solution de kanamycine (500 mg/l) et de Tween 20 (0,1 % (p/v)) 
sont deposees dans le cornet que forment les feuilles des jeunes plantes (stade trois 
feuilles, environ deux a trois semaines). Les feuilles des plantes sensibles presentent en 

25 grandissant des secteurs blanchis a I'endroit ou elles ont ete en contact avec la solution. 
Ce test est non destructif et permet de recuperer les plantes sensibles. 



b) analyse moleculaire 
Les plantes regenerees sont analysees par PCR et par Southern blot afin 
30 d'eliminer les echappements et d'identifier les evenements de transformation monocopies 
qui seront utilisees dans cette invention de fagon preferentielle. Ces plantes ayant integre 
TADN-T dans leur genome sont les transformants primaires TO. La technique d'analyse 
utilisee est derivee de celle decrite par Southern (1976). 
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Identification par PCR 

Des PCR ont ete realisees sur de I'ADN extrait de ces plantes, afin de verifier que 
les plantes resistantes aux agents selectifs ont bien integre dans leur genome I'ADN-T et 
qu'il n'y a pas eu de transposition du Ds::M. 
5 Le couple d'oligonucleotides EM13-EM14 (SEQ ID n°l - SEQ ID n°2) amplifie un fragment 
dont la taille est 280 pb quand le Ds::M s'est excise de FADN-T et aucun fragment si le 
Ds::M est toujours insere dans son site initial sur I'ADN-T. 

Le couple d'oligonucleotides Actint1-Actint2 (SEQ ID n°3 - SEQ ID n°4) amplifie un 
fragment de I'intron actine present dans le Ds::MS dont la taille est 480 pb. 
10 Les evenements de transformation selectionnes sur milieu selectif, positifs a la PCR avec 
le couple Actint1-Actint2 et negatifs a la PCR avec le couple EM13-EM14 ont done integre 
dans leur genome au moins une partie de I'ADN-T contenant ('element Ds::M qui est reste 
dans son site d'insertion initial. 

15 Determination du nombre de copies de I'ADN-T 

Des analyses molecuiaires ont ete effectuees sur PADN extrait de feuilles des 
plantes selectionnees afin de determiner les evenements de transformation monocopies. 
L'ADN des plantes positives Ds : :bar a ete digere par I'endonuclease EcoRV qui ne 
coupe qu'une seule fois dans I'ADN-T entre le cadre de lecture ouverte bar et I'intron 

20 Actine. 

L'ADN des plantes positives a ete digere par I'endonuclease A/col qui ne coupe 
qu'une seule fois dans I'ADN de transfert a I'interieur du cadre de lecture ouverte npt II. 

Apres electrophorese, des transferts ont ete effectues et les membranes 
resultantes ont ete hybridees successivement avec les sondes suivantes. 
25 Pour les plantes Ds : :bar, des sondes Bar (gene Bar digere par Smal, nominee S006), 
intron Actine (nommee S063) et 5'Nos (nommee S064). 

Pour les plantes Ds : :nptll, des sondes npt II (nommee S020), intron Actine (nommee 
S063) et 5'Nos (nommee S064). 

Les sondes intron Actine, 5'Nos et nptll sont definies par PCR a partir d'oligonucleotides 
30 choisis selon les methodes connues de I'homme du metier (cf. tableau annexe) 

Les sondes Bar, npt II et intron Actine permettent d'estimer le nombre de copies 
d'ADN de transfert insere dans le genome. La sonde 5'Nos permet de mettre en evidence 
une excision potentielle de I'element Ds de I'ADN-T. Ces trois sondes permettent done de 
determiner les plantes possedant une seule copie de I'ADN de transfert complet. 
35 Pour Ds : :bar, lorsque I'insertion de I'ADN-T est unique, un fragment est revele 

pour chacune des trois sondes. De plus si le Ds n'est pas excise, la taille des fragments 
d'ADN reveles par les deux sondes Bar et 5'Nos est le meme. 
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Pour Ds : :nptll, lorsque I'insertion de I'ADN-T est unique, un fragment est revele 
pour les sondes 5'Nos et Intron Actine, et deux fragment sont reveles par la sonde nptll. 
De plus si le Ds n'est pas excise, Tun de ces deux fragments est egalement revele par la 
sonde 5'Nos et I'autre par la sonde Intron Actine. 

5 

Selon I'invention, les plantes choisies pour les croisements avec la source de 
transposase sont preferentiellement les plantes issues des evenements de transformation 
monocopies. 

1 0 Exemple 2. Croisement avec une jjgnee R-ni::Ac possedant la transposase Ac 
inseree dans un gene marqueur phenotypique 

2.1 Source de transposase R-nj::Ac 
La lignee W22/R-nj::Ac contient les genes constitutifs C2, A1, A2 et les genes 
15 regulateurs C1, pi, B-b. Cette lignee porte done tous les facteurs requis pour la 
pigmentation violette dans I'aleurone (identifiee comme normale). Cette lignee possede 
en plus I'allele instable R-nj::Ac cree par translocation de chromosome par Dellaporta et 
al. en 1988. 

Cette lignee homozygote pour I'allele R-nj::Ac et utilisee ici est issue de graines 
20 provenant du Stock Center (http://www.agron.missouri.edu/) et est nommee As. Les 

graines presentent des secteurs colores plus ou moins grands correspondant aux cellules 

dans lesquelles I'Ac s'est excise de I'allele R-nj. 

Des analyses moleculaires ont ete realisees sur de I'ADN extrait de feuilles de 

plantes As homozygotes pour I'allele R-nj : :Ac, afin d'evaluer I'activite de I'element Ac 
25 insere dans le gene R-nj. Cette etude de I'etat de methylation des Ac presents dans les 

lignees As a ete realisee comme pour les lignees A188 et les lignees elites qui servent a 

la transformation et a Tintrogression des genes d'interets. De nombreuses bandes de 

tallies superieures a 8 kb sont presentes en haut de chaque piste de tous les echantillons. 

Elles correspondent a de I'ADN non digere ou partiellement digere. Cependant la 
30 presence d'une bande de 2.5 kb issue de la digestion par Pvull, une enzyme sensible a la 

methylation, indique qu'au moins une copie de I'element Ac est non methylee dans le 

genome de cette lignee As. 
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2.2 Introgression de I'allele R-nj : :Ac dans d'autres lignees 

L'element R-nj : :Ac peut etre avantageusement introgresse dans des lignees 
connues pour etre favorables a la regeneration de cals, comme la lignee A188 ( Walbot et 
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a/., 1994J ou la lignee Hill. L'element R-nj : :Ac peut etre egalement introgresse dans des 
lignees elites, utilisees pour I'introgression des genes d'interets. 

Pour verifier I'activite de I'element Ac au cours des generations, une analyse 
phenotypique a ete effectuee sur les graines des epis issus de ces croisements. Les epis 
5 obtenus par ces croisements presentent des graines varieguees. 

Les resultats des croisements entre la lignee As et les lignees elites, ou A188 et M1 
montrent que le gene R-nj peut s'exprimer dans d'autres fonds genetiques, soit par la 
presence des genes constitutifs necessaires a I'expression du phenotype dans ces 
lignees (comme c'est le cas pour A188), soit parce qu'ils sont apportes dans la cellule par 
10 la lignee As. 

La variegation observee sur les graines suggerent que PAc est toujours actif dans 
cette generation puisqu'il transpose hors de ('allele R-nj dans certaines parties des 
graines issues de ces croisements. 

De multiples introgressions realisees dans les lignees A188 et Hill et dans une 
15 lignee elite (jusqu'a 3 croisements dans la lignee, ce qui correspond a environ 93 % de 
A188 et 7% de W22) ont permis de confirmer ces resultats. Des lignees homozygotes 
pour ('allele R-nj : :Ac ont done ete realisees par autofecondations. 



2.3 croisements 

20 La fecondation est realisee manuellement par une technique connue de Thomme de 

Tart par le depot du pollen de la source de transposase As sur les soies des 
transformants, de preference dans le sens plante male possedant la transposase dans la 
plante femelle contenant Telement Ds : :M. 

Une partie de I'epi est parfois prelevee afin d'en extraire des embryons immatures 

25 destines a des protocoles de biologie cellulaire comme la recuperation d'embryons ou la 
callogenese. La section coupee est preferentiellement recouverte d'un fongicide afin 
d'eviter les pourritures et les bacteries. 

Les embryons preleves 10 a 15 jours apres fecondation sont poses, partie bombee 
vers le haut sur 25 ml du milieu de regeneration RM+ (Ishida et al, 1996; Negrotto et a/., 

30 2000 ). Les boTtes sont ensuite placees dans une chambre de culture a photoperiode 
regulee (16 h jour - 8 h nuit) et a temperature constante (23°C). Les plantules sont 
ensuite acclimatees au phytotron au bout de 10 - 15 jours apres mise en culture et avant 
d'etre transferees en serre. 



35 



WO 02/101061 PCT/FR02/01656 

20 

Exemple 3 : Selection des evenements presentant une excision de I'element Ds::MS 

Les etudes moleculaires, decrites a Texemple 1.3, ont permis ['identification d'un 
evenement de transformation monocopie Ds::nptll et d'un evenement monocopie Ds::bar 
5 utilises preferentiellement pour evaluer une potentielle excision. Ces etudes ont 
egalement montre que ['element Ds::M est stable dans la lignee A188 (etude effectuee 
sur des transformants primaires TO et premiers descendants T1 par PCR et Southern). 

Les etudes phenotypiques et moleculaires de la lignee As, decrites a I'exemple 2) 
ont permis de montrer qu'il existait dans leur genome (au moins) une copie de I'element 
10 Ac active capable de s'exciser hors de Tallele R-nj dans le background genetique initial de 
la lignee W22 ou dans le background d'une autre lignee. 

L'analyse phenotypique de la variegation de Tallele R-nj sur les epis F1 issus des 
croisements As X Ds : :M a confirme que I'element Ac etait toujours actif dans cette 
generation : la presence de secteurs anthocyanes sur tous les grains matures montre qu'il 
15 y a eu production de transposase et excision somatique de I'Ac hors de son site 
d'insertion initial. L'apport par croisement d'un nouvel element Ds dans la cellule n'a 
change en rien la capacite a suivre I'activite de la source de transposase. 

II est considere que I'element Ds n'est pas genetiquement lie a ('allele R-nj::Ac. 
II reste done a determiner si la transposase exprimee par I'element Ac insere dans 
20 Pallele R-nj peut permettre I'excision des elements Ds::bar et Ds::nptll. 



3.1 A partirde plantes F1 (voie classique) 

Des croisements ont ete entrepris apres I'etablissement des lignees monocopies 
afin de verifier si les elements Ds::bar et Ds::nptll sont capables de transposer in plants. 
25 Les plantes sources de transposase ont servi de pollinisatrice (en raison d'une 

semi-sterilite femelle de ces plantes). 



a) recherche par PCR d'excision somatique sur plantes F1 resistantes a I'agent de 
selection 

30 Une partie de la descendance F1 issue des croisements entre les plantes Ds : :MS 

et les plantes As a ete semee et de I'ADN a ete isole de jeunes feuilles de chaque plante 
F1 ainsi generee. L'un des parents etant hemizygote pour I'ADN-T, I'autre etant 
homozygote pour Pallele R-nj::Ac, il est attendu que les deux composantes Ac et Ds 
soient transmises a 50% des plantes F1 issues de ces croisements. 

35 Afin d'identifier les plantes F1 possedant I'ADN-T et de detecter d'eventuelles 

excisions somatiques, des tests de resistance au marqueur selectif ont ete realises sur les 
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jeunes plantes en parallele avec des tests (^amplification de sequence sur I'ADN de 
feuilles : 

-pour les plantes Ds::nptll 
On depose dans le cornet forme par les feuilles de la plante de 3 a 5 ml d'une 
5 solution de kanamycine sulfate 500 mg/l + 0,1% de tween. Les plantes sensibles 
developpent des secteurs chlorotiques sur les parties des feuilles qui ont ete en contact 
avec la solution. 

- pour les plantes Ds::bar 
On realise un « leaf painting » en badigeonnant une feuille avec une solution de 
1 0 glufosinate ammonium. 

Une premiere selection de la resistance a I'antibiotique ou a I'herbicide par une 
application non destructive a permis de determiner quelles plantes possedaient le gene 
marqueur de selection. 

Quand un element Ds s'excise apres production de transposase, il reste un site 
15 donneur vide. Une amplification par PCR avec les oligonucleotides EM13 (SEQ ID n°1) et 
EM14 (SEQ ID n°2) permet de synthetiser un fragment specifique de 280 pb quand 
I'ADN-T est delete de I'element Ds::bar ou Ds::nptH. Une serie d'amplifications a done ete 
realisee avec le couple EM13-EM14 sur de I'ADN extrait des plantes issues du 
croisement Ds::nptll X Ac afin de detecter une eventuelle excision somatique dans 
20 certaines cellules des echantillons de feuilles prelevees. 

L'analyse par PCR de ces plantes F1 a montre qu'il y avait presence d'excision 
somatique pour toutes les plantes F1 ayant herite de PADN-T et de I'allele R-nj::Ac. 
Aucune amplification n'a ete detectee sur les plantes ne possedant que I'ADN-T, ni sur les 
plantes ne possedant aucune des deux composantes. 
25 De plus, toutes les plantes, pour lesquelles une excision somatique a ete detectee, 

se sont revelees etre globalement resistantes a I'antibiotique. 

Cette bande indique done la presence d'une excision somatique dans certaines 
cellules des individus porteurs de I'ADN-T et de ['allele R-nj::Ac. Conformement a ce qui 
etait prevu, aucun evenement d'excision germinale de I'element Ds::M ne s'est produit 
30 pour ces plantes, les deux composantes etant regroupees dans la meme cellule depuis 
trop peu de generations cellulaires (de la fecondation a la jeune plante). 

II aurait fallu que la transposition ait eu lieu dans les gametes, ou les cellules meres 
des gametes, pour pouvoir esperer observer une excision germinale. Ce qui augmente la 
possibility d'excision au niveau des gametes faibles, il aurait done ete etonnant d'obtenir 
35 une excision germinale des la generation F1 . 

Cependant dans la strategie envisagee e'est la frequence d'excision germinale qui 
est preferentielle pour Telimination du gene marqueur : 
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- une excision somatique ne touche generalement pas les gametes et conduit a la 
formation de graines et d'individus chimeriques dont la plupart des cellules possedent 
encore le marqueur d'excision 

- une excision germinale touche les cellules, qui vont se differencier dans la voie de 
5 la gametogenese, et conduit a la formation de graines et d'individus constitues de 

cellules ou le Ds a ete excise (et peut etre reinsere) et qui ne possedent plus le gene 
marqueur de selection. 

b) recherche par PCR d'excision germinates potentielles du gene marqueur parmi 
1 0 les plantes sensibles. 

C'est pourquoi la recherche d'une excision germinate s'est effectuee sur la 
generation F2. Les bandes d'amplification specifique de I'excision ont ete dosees pour 
chaque plante F1, ce dosage permettant de refleter, a travers le taux d'excision 
somatique, I'activite de la source de transposase. 
15 Les plantes F1 presentant le plus d'excision somatique ont ete croisees avec des 

plantes de la lignee A188 ou avec des plantes d'une lignee elite. Ces croisements ont ete 
realises dans les deux sens, les plantes possedant les deux composantes Ac/Ds::M ayant 
servi de femelles et/ou de males pour augmenter les possibilites d'excision germinate par 
plante F1. Les graines ainsi formees ont ete portees a maturation. Des lots de graines F2 
20 provenant de plantes F1 Ds::nptll X Ac resistantes a la kanamycine et de plantes F1 
Ds::bar X Ac resistantes au glufosinate et issues de divers croisements ont ete semees. 
Aucun examen phenotypique portant sur la variegation n'est ici realise. Les graines 
exprimant le phenotype ou les graines non pigmentees sont choisies pour le semis avec 
la meme probability, pour eviter tout biais. 
25 Une maniere simple de tester la frequence d'excision germinate dans ce systeme 

est de selectionner les plantes F2 pour leur sensibilite a I'agent selectif et de les tester par 
analyses moleculaires. Des plantes F2 Ds::bar et des plantes F2 Ds::nptll ont ainsi ete 
testees pour ('amplification par PCR de la bande specifique d'excision de 280 pb. 

Une plante F2 est sensible a I'agent selectif soit par le biais de la segregation, et par 
30 consequent la bande de 280 pb ne doit pas etre amplifiee, soit par excision germinate du 
gene marqueur, et dans ce cas la, la bande specifique d'excision est detectable par PCR. 
Cette etude a permis d'amplifier la bande specifique d'excision a partir de I'ADN de 
plantes F2 issues des croisements: 

Ds::bar/AcXA188, 
35 Ds: : bar/Ac X lignee elite, 

lignee elite X Ds::nptll/Ac 
Ds::nptll/Ac X lignee elite. 
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Des hybridations Southern ainsi que des analyses PGR ont ete effectuees sur ces 
plantes selectionnees ainsi que sur les plantes initiales T1 Ds::bar et TO Ds::nptll et les 
resultats obtenus sont les suivants. 

Les analyses par PGR et Southern montrent que les plantes F2 selectionnees ont 
5 herite d'une partie de I'ADN-T contenant la bordure gauche, les sequences d'interet, la 
cicatrice laissee par ('excision du Ds et la bordure droite, I'element Ds::M n'a pas ete 
genetiquement transmis aux plantes F2 comme ga I'etait pour la F1. Ces plantes F2 sont 
done des plantes issues d'evenements d'excision germinale de ('element Ds::M hors de 
I'ADN-T. 

10 

Les frequences globales d'excision germinale sont variables d'une descendance F2 
a I'autre et sont assez faibles. En ce qui concerne le construit Ds::bar, sur les plantes 
ayant herite de I'ADN-T, seules quelques plantes ne possedent plus ('element Ds::bar, ce 
qui donne une frequence d'excision germinale de 0,4%. La frequence d'excision 

15 germinale de ('element Ds::nptll est un peu plus elevee et atteint 0,7%. 

Cette frequence d'excision germinale est relativement basse. Le phenomene de 
transition florale est plus rare chez le mais que chez la tomate ou I'arabette : chez le 
mafs, il n'y a que deux ou trois meristemes par individus qui se differencient en organes 
sexuels et forment les gametes : un pour la panicule (organe male) et un ou deux pour les 

20 epis (organes femelles). II faut done que I'excision germinale touche, soit un de ces 
meristemes avant la gametogenese, soit un gamete. 

c) Segregation de I'ADN-T et de ('allele R-nj::Ac . 
Une fois que la plante F2 portant I' ADN-T sans le gene marqueur de selection a 
25 ete caracterisee, on peut proceder a la segregation de la transposase inseree dans R-nj 
et de I'ADN-T. Cette segregation peut avoir lieu au cours de I'introgression de I'ADN-T 
dans la lignee elite. II suffit de selectionner les plantes qui portent I'ADN-T, mais qui 
n'expriment pas de pigment anthocyane de type navajo. Cette segregation peut 
egalement etre suivie par analyses moleculaires de type southern grace aux sondes Sac 
30 et S064. 

3. 2 Methode de selection sur cals pour les embryons F1 Ds::nptll X As 
Afin d'augmenter la frequence d'excision germinale, une etape de callogenese a ete 
realisee sur des embryons F1 immatures possedant les deux composantes, e'est a dire 
35 Telement Ds::nptll insere dans I'ADN-T et la source de transposase Ac inseree dans 
('allele R-nj. La lignee choisie comme source de transposase est ici une source 
homozygote issue de la premiere introgression de W22/R-nj::Ac dans A188. Le cal 
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possede done approximativement 75% du genome de A188 et 25% du genome de W22. 
A188 est une lignee qui permet d'obtenir du cal de type II. 

Lors de la croissance du cal et a partir d'une cellule ayant connu un evenement 
d'excision somatique, il est possible de generer un secteur de cal embryogene constitue 
5 d'un amas de cellules somaclonales ne possedant plus le gene marqueur de selection. 
Une identification phenotypique ou moleculaire de ce secteur permettrait de regenerer un 
individu sans gene marqueur a partir de ces cellules avec une frequence plus importante 
que par la voie classique. 



10 a) initiation de cals a partir d'embryons immatures F1 sur milieu selectif et selection 

des cals resistants 

Des embryons F1 issus des croisements entre les plantes transgeniques Ds::M et 
les sources de transposase homozygotes pour ('allele R-nj::Ac ont ete preleves de dix a 
douze jours apres la fecondation, poses sterilement sur un milieu N6 et mis en culture 
15 dans une chambre noire afin d'initier la formation de cals indifferencies de type II selon la 
methode d'Armstrong ef a/., 1985. 

Apres avoir elimine les axes germinatifs apres 15 jours d'initiation, les cals sont 
maintenus dans I'obscurite a 25°C pendant tout le temps que dure I'induction de cals et la 
premiere partie de la multiplication. Les cals commencent a devenir visibles 1 semaine 
20 apres I'initiation. A chaque sous-culture, e'est a dire toutes les deux ou trois semaines, les 
parties blanches, embryogenes et friables sont selectionnees et separees des parties plus 
compactes ou muqueuses. 

Au bout de 2 a 3 semaines d'initiation, les cals formes sont dupliques en deux 
parties : 

25 - une moitie est mise sur un milieu N6 non selectif, pour continuer la multiplication 

de cals. 

- I'autre moitie est mise sur un milieu N6 contenant de la kanamycine 50 mg/l, pour 
identifier les cals resistants porteurs de I'ADN-T. La selection de cals avec la kanamycine 
necessite une etape a la lumiere, en chambre de culture. L'antibiotique inhibe en effet la 

30 synthese des peptides dans les mitochondries et les chloroplastes. L'inhibition est basee 
sur la similitude entre la synthese proteique de ces organites et la synthese proteique 
bacterienne. Les cellules vegetales sont done generalement intolerantes aux 
aminoglycosides comme la kanamycine ou la gentamycine. Mais pour une dose 
relativement faible, la kanamycine n'est pas destructive et permet une selection par 

35 phenotype colorimetrique: les cals resistants possedant le gene nptll verdissent quand ils 
sont exposes a la lumiere (les chloroplastes fonctionnels accumulent la cholorophylle), 
alors que les cals sensibles restent jaunes. 
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Cette etape de selection permet d'identifier les cals qui possedent I'ADN-T et 
I'element Ds::nptil et d'eliminer les cals qui ne possedent dans leur genome que la 
composante R-nj::Ac (dans le cas d'une source de transposase homozygote). 



5 b) multiplication des cals resistants sur milieu non selectif 

Les parties des cals resistants qui ont ete dupliquees et mises sur milieu non selectif 
sont cultivees a I'obscurite. II y a done multiplication des cellules qui possedent les deux 
composantes. Au cours de cette multiplication, il va y avoir production de transposase et 
un certain nombre de cellules vont etre issues d'evenements d'excision de I'element 
10 Ds::nptll hors de I'ADN-T . Ces cellules en se multipliant vont conduire a la formation de 
cals chimeriques constitues de secteurs d'excision somatique du Ds::nptll et de secteurs 
sans excision. 

Les cals sont ensuite mis a la lumiere, pendant une semaine. Les parties jaunes 
sont grossierement isolees. 

15 

c) regeneration de plantules a partir d'un secteur d'excision 
Les bouts de cals isoles sont mis a regenerer sur un milieu non selectif en chambre 
de culture et a la lumiere. Des plantes sont ainsi regenerees a partir des differentes 
parties embryogenes et potentiellement a partir d'un secteur d'excision de I'element 
20 Ds::nptll. 



d) recherche d'excision germinale sur les plantes sensibles 
Les plantes, lorsqu'elles ont atteint le stade trois feuilles sont traitees avec une 
solution de kanamycine sulfate. Les plantes presentant des secteurs chlorotiques sont 
25 done des plantes sensibles a I'agent selectif qui sont issues d'un cal initialement resistant. 
Parmi les plantes testees, certaines plantes originaires du meme embryon se sont 
averees etre sensibles a la kanamycine. 

Des analyses PCR et Southern ont en effet montre que I'element Ds::nptll avait ete 
excise de son emplacement initial et ne s'etait pas reinsere. La frequence d'excision est 
30 done considerablement augmentee par le biais de la culture de cals et atteint 8% des 
plantes ainsi regenerees. 



Un sequengage des cicatrices laissees sur I'ADN-T par I'excision de I'element 
Ds::nptll a ete effectue pour les plantes generees par la voie reproductrice et par la voie 
35 vegetative. L'analyse des sequences obtenues montre que certaines plantes de la voie 
reproductrice sont issues de deux evenements d'excision germinale differents bien 
qu'issues du meme croisement. Par contre les sequences des cicatrices pour les plantes 



WO 02/101061 PCT/FR02/01656 

26 

obtenues par callogenese sont identiques. Ce qui confirmerait que ces plantes sont 
issues du meme evenement d'excision. 



3.3 Methode amelioree de selection d'evenements d'excision germinate en 
5 generation F1 

Selon un mode de realisation prefere de Tinvention, la cassette d'expression 
comprenant une sequence nucleotidique codant pour un marqueur de selection (ii) 
comprend egalement, a I'interieur de ('element Ds, un autre gene marqueur phenotypique 

10 de type gene rapporteur non destructif. Ce gene rapporteur peut etre par exemple le gene 
codant pour une proteine fluorescente verte GFP (Nielsen et al. 1999), dont la detection 
de I'expression dans les tissus n'est pas destructive : I'observation est realisee sous une 
loupe equipee d'un eclairage a longueur d'onde specifique. Lorsque I'element Ds s'excise, 
le gene GFP n'est plus present, et les secteurs d'excision somatique sont reperables sous 

15 la « loupe GFP » car ils ne fluorescent plus. 

Dans le cadre de cet exemple, le plasmide pBios491 est derive du plasmide 
pBios340 (Ds ::nptll) decrit a I'exemple 1a, par une insertion, a I'interieur de I'element Ds 
et dans le meme cadre de lecture que la cassette Nptll, d'une cassette d'expression 
contenant le promoteur CsVMV du virus de la mosaique des nervures de manioc (WO 

20 97/48819), le premier intron du gene actine 1 de riz, le cadre de lecture ouvert GFP 
(Nielsen et al. 1999) et le terminateur Nos. 

Le Ds ::GFP-nptll a une taille de 5473 pb (Figure n° 5). 



Comme decrit dans les exemples 3.1 et 3.2, la selection des evenements d'excision 

25 germinate peut suivre les etapes suivantes : 

les embryons T1 issus du croisement entre les transformants portant la 
cassette gene d'interet -Ds : :MS et la source de transposase sont recuperes 
10 jours apres la pollinisation. 
- ces embryons sont preleves et sont mis en culture sur un milieu de 

30 callogenese non selectif a I'obscurite pendant 15 a 30 jours. 

les cals sont alors observes sous loupe GFP et la fraction non fluorescente du 
cal, correspondant aux secteurs d'excision somatique, est alors prelevee pour 
multiplication et regeneration de la plante. Les plantes ainsi produites 
contiennent le gene d'interet sans sequence auxiliaire etrangere. 



35 
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L'interet de ce vecteur Ds :: GFP-MS dans le cadre de I'invention est done 
multiple ; en effet : 

- I'identification des embryons immatures F1 porteurs du transgene, qui 
fluorescent, se fait par simple observation visuelle sous la loupe GFP ; 
5 - la callogenese a partir des embryons selectionnes peut se faire sur un milieu 

non selectif afin d'induire de nombreux departs de cals et ainsi favoriser le 
depart de zones d'excision somatique depourvues du gene de selection, 
la selection des cals issus de cellules ou il y a eu excision somatique est 
facilitee sous la loupe a fluorescence ; de plus ces cals peuvent etre 
1 0 directement et precisement preleves afin d'etre mis en regeneration 

une fois les plantes regenerees, I'absence de fluorescence (excision 
somatique) peut aussi etre confirmee. 



15 4. Production de plantes males steriles depourvues de gene marqueur kanamveine 

4.1 Preparation des construits A9-barnase- Ds ::nptl! 

Le plasmide pBios424 est derive du plasmide pBios340 decrit a I'exemple 1a par 
insertion de la cassette 'gene d'interet' comprenant le promoteur A9 (WO 92 11379), 

20 correspondant a la region 5' non codante du gene A9 d'Arabidopsis thaliana, le cadre de 
lecture ouvert du gene barnase (Hartley, 1988 ; Gene Bank n°X 12871) et le terminateur 
3'CaMV (Franck et al. 1980 ; Gene Bank n° V 00141), en dehors de I'element Ds. Le gene 
barnase, qui confere la sterilite male, code une Ribonuclease (RNase). Ce gene a ete 
isole a partir de Bacillus amyloliquefasciens et est decrit dans la publication de Hartley 

25 (1988). 

Le A9-barnase-Ds ::nptll a une taille de 12495 pb (Figure 6). 

Le plasmide superbinaire pRec424 utilise pour la transformation est obtenu par 
recombinaison homologue entre un vecteur intermediate derive du plasmide pBios424 et 
le vecteur pSB1 de Japan Tobacco (EP 672 752), comme decrit a I'exemple 1b. 

30 

4.2 Selection des transformants resistants et analyse moleculaire 

7 evenements de transformation ont ete produits dont 5 ont ete selectionnes 
comme etant males steriles (A9-barnase) et resistants a la kanamycine (Nptll). 

L'analyse moleculaire de ces evenements a ete realisee pour determiner les 
35 insertions simples. Cette analyse permet de caracteriser les evenements de 
transformation retenus en terme de nombre de copies de I'ADN-T integre et du nombre de 
loci d'integration mis en jeu. Pour cela differentes sondes moleculaires sont utilisees. 
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L'ADN genomique des plantes a ete digere par I'enzyme de restriction A/col, 
separe par electrophorese sur gel d'agarose et transfere sur membrane de nylon 
(membranes Hybond N+) en vue de Phybridation avec les differentes sondes 
moleculaires. 
5 Choix des sondes moleculaires : 

• Utilisation des sondes Promoteur A9 (S007, SEQ ID NO:7), Barnase (S032, SEQ ID 
NO:8), Intron actine, couplee a la restriction enzymatique A/col, permet de caracteriser 
le profil moleculaire des evenements de transformation. 

• La sequence du piasmide de base etant connue, des couples d'oligonucleotides 
10 specifiques des regions plasmidiques situees a I'exterieur de I'ADN-T ont ete 

synthetises puis utilises comme amorces pour generer par PGR une sonde 
extrabordure droite (RB) et une sonde extrabordure gauche (LB). Du cote droit, a 40 
paires de bases de la bordure droite, ramplification PGR a genere une sonde de 353 
paires de bases et du cote gauche, a 29 paires de bases de la bordure gauche, 
1 5 I'amplification a genere une sonde de 299 paires de bases. La sonde appelee "sonde 

extrabordures" est constitute du melange des deux sondes decrites ci-dessus. Son 
utilisation permet de reperer les plantes ne presentant pas d'integration de regions du 
piasmide proches de TADN-T. 

20 La taille des signaux attendus apres hybridation avec les differentes sondes pour une 
insertion unique de TADN-T non tronquee et lorsqu'il n'y a pas de depassement de 
bordure est la suivante : 



Enzyme de 
restriction 


Nombre de 
copies 


Taille des signaux attendus 


Sonde promoteur A9 
(pro A9) 


Sonde Intron 
actine 


Sonde 
barnase 


Sonde 

extrabordure 

s 


Nco\ 


1 


> 1189 pb 


> 2550 pb 


2733 pb 


Pas de signal 



25 Le bilan des signaux observes sur les transformants primaires montre que les 5 
evenements presentent des profits d'insertion simples (1 ou 2 copies). 



30 
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4.3 Croisement avec une lignees R-nj ::Ac et selection des evenements presentant 
une excision de Telement Ds ::MS 



Les transformants primaires presentant des profils d'insertion simple ont ete 
5 croises avec la source de transposase homozygote pour Tallele Rnj-Ac comme decrit a 
I'exemple 2. 

Les embryons correspondants a la generation T1 (ou F1) ont ete preleves 15 jours 
apres la fecondation, et mis en culture in vitro sur du milieu de culture contenant 50 mg de 
Kanamycine. 

10 

Une analyse PCR avec des oligonucleotides adequats peut permettre de verifier si 
ces evenements d'excision somatique ont eu lieu dans les T1 selectionnees. 
Les echantillons d'ADN des plantes TO et T1 ont ete soumis a une amplification PCR a 
I'aide des oligonucleotides BarnS (SEQ ID NO:6) et EM11 (SEQ ID NO:5). Si le Ds : \nptll 

15 est excise du T-DNA , un fragment de 760 pb peut etre amplifie. S'il n'est pas excise le 
fragment de 4160 pb qui devrait etre amplifie, n'apparait pas dans ces conditions de PCR. 
La bande d'amplification de 760 pb revelant Texcision du Ds::nptll est presente dans la 
plupart des echantillons de plantes T1 mais pas dans les TO. Aucune excision somatique 
n'a ete mise en evidence dans les TO, ce qui demontre que I'excision est bien maitrisee. 

20 Le gel d'electrophorese a ete transfere sur membrane en nylon, pour etre hybride avec 
une sonde 3'CaMV afin de confirmer Tidentite du fragment amplifie. 
Les experiences de PCR ont done bien permis de confirmer la presence d'excision 
somatique dans la plupart des plantes T1 portant les 2 constituants : Ds : \nptll et 
transposase. 

25 

Apres sortie din vitro les plantes T1 sont acclimatees au phytotron puis en serre. A 
la floraison, les plantes T1 selectionnees sont croisees avec une lignee elite, definie 
comme etant une lignee presentant un potentiel agronomique et commercial important, a 
une periode donnee. Selon la methode de I'invention, des evenements d'excision 
30 germinale peuvent etre trouves en criblant un grand nombre de F2 issues de ces lignees 
T1. 

Amorces utilisees pour detecter I'excision des elements Ds::Bar et Ds::npt II 



Norn 


SEQ ID n° 


Sequences 


EM13 


1 


5'-CGACAATCTGATCATGAGCG-3' 


EM14 


2 


5-CTTAATAACACATTGCGGACG-3' 


Barn5 


6 


5'-GGTTTCGCTCATGTGTTGAGC-3' 


EM11 


5 


5'-CATTGCGGACGTTTTTAATGTACTG-3' 
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Amorces utilisees pour detecter les transformants Ds::npt II 



Nom 


SEQ ID n° 


Sequences 


Actintl 


3 


5'-CGAATTCGCGCCGGTAAC -3' 


Actint2 


4 


5'-TCGTGCCGAATTCGATATCAAGC -3' 



Les sondes utilisees pour les Southern blots sont donnees ci-dessous 



Nom 


Methodes d'obtention 


Sequence 


Taille 


S006 


Fragment de restriction : 

o///alO///cJ/ 


Gene bar 


600pb 


S063 


Fragment PGR : couple 

d'olinonupl^otidp^ Antintl- 
Actint2 


Intron Actine 


480 pb 


S064 


Fragment PCR : couple 
d'oligonucleotides 5'Nos1- 
5'Nos2 


5'pNos 


130 pb 


S020 


Fragment PCR : couple 
d'oligonucleotides kana7- 
kana8 


Gene npt II 


1000 pb 


SAc 


Fragment de restriction : 
H/nc/lll-Hindlll 


Gene Ac 


1605 pb 


S007 


Fragment de restriction: 
Hindlll-Hindlll 


Barnase 


900 pb 


S032 


Fragment de restriction: Xbal/ 
Xhol 


Promoteur A9 


1000 pb 
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REVENDICATIONS 



PCT/FR02/01656 



1- Methode d'obtention d'une plante Monocotyledone transgenique contenant un 
gene d'interet (i) sans sequence auxiliaire etrangere, comprenant les etapes suivantes: 
5 a) transformation d'au moins une cellule de plante ne possedant aucune 

transposase active, avec un vecteur comprenant deux cassettes d'expression, Tune 
comprenant une sequence nucleotidique d'interet (i), I'autre comprenant une sequence 
nucleotidique codant pour un marqueur de selection (ii) encadree par les sequences 
mobilisables d'un transposon, ladite cassette d'expression comprenant une sequence 
1 0 nucleotidique d'interet (i) etant en dehors de Pelement transposon; 

b) selection des plantes transformees avec le marqueur de selection (ii); 

c) croisement d'une plante transformee avec une autre plante appartenant a une 
lignee contenant dans son genome un gene, codant pour une transposase active 
endogene, et qui se trouve au milieu d'un marqueur phenotypique d'excision (iii), pour 

1 5 obtenir une F1 ou tout autre individu de generation ulterieure ; 

d) selection des cellules ou des individus porteurs du gene d'interet sans 
sequence auxiliaire etrangere, a partir de la generation F1 ; 

e) regeneration de plantes a partir des cellules ou des individus selectionnes en 

(d). 

20 2- Methode selon la revendication 1, dans laquelle les sequences auxiliaires 

etrangeres codent pour un gene marqueur de selection (ii) conferant une resistance a un 
antibiotique ou a un herbicide, comme le gene nptil ou le gene bar. 

3- Methode selon la revendication 1, dans laquelle les sequences auxiliaires 
etrangeres codent pour un gene marqueur phenotypique (ii). 

25 4- Methode selon Tune des revendications 1 a 3, dans laquelle les sequences 

mobilisables d'un transposon encadrent, en plus de la cassette d'expression comprenant 
une sequence nucleotidique codant pour un marqueur de selection (ii), une seconde 
cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique codant pour un gene 
rapporteur a selection non destructive 

30 5- Methode selon la revendication 4, dans laquelle la sequence nucleotidique 

codant pour un gene rapporteur a selection non destructive code pour une GFP. 

6- Methode selon Tune des revendications 1 a 5, dans laquelle la plante 
Monocotyledone transgenique est une plante de maTs. 

7- Methode selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle le systeme 
35 transposon est le systeme Ac/Ds. 

8- Methode selon I'une des revendications 1 a 7, dans laquelle les individus a 
I'etape (d) peuvent etre des plantes F1, des plantes F2 ou des cals. 
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9- Methode selon la revendication 6, dans laquelle la plante transformee appartient 
a la lignee A1 88. 

10- Methode selon Tune des revendications 6 a 9, dans laquelle la plante 
transformee est croisee a I'etape (c) avec une autre plante appartenant a une lignee de 

5 type R-nj : :Ac, comme les lignees W22/R-nj As, W22/R-nj Ag, et A188/R-nj : :Ac. 

11- Methode selon Tune des revendications 1 a 10, dans laquelle la selection des 
individus a I'etape (d) se fait par voie reproductive, comprenant les etapes suivantes: 

- selection des grains F1 variegues; 

- selection des evenements d'excision somatique de I'element Ds : :M par 
10 technique PGR; 

- selection des evenements d'excision germinale de I'elements Ds : :M par 
technique PGR ; 

obtention de semis de plantes F2 a partir de ces evenements. 

12- Methode selon Tune des revendications 1 a 10, dans laquelle la selection des 
1 5 individus a I'etape (d) se fait par voie vegetative, comprenant les etapes suivantes: 

production de cals a partir d'embryons immatures F1 

selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et I'element Ds : :M 

multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de ('element Ds : :M 

- regeneration de plantes F1 a partir de ces secteurs d'excision. 

20 13- Methode selon la revendication 10 pour I'obtention de plantes F1 directement 

regenerees a partir de cals selectionnes, par la voix de culture in vitro d'embryons 
immatures d'epis F1. 

14- Plantes Monocotyledones transgeniques, ou parties de plantes, contenant un 
gene d'interet sans sequences auxiliaires etrangeres et susceptibles d'etre obtenues par 

25 une methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 13. 

15- Plantes Monocotyledones hybrides, caracterisees en ce qu'elles sont obtenues 
par le croisement de plantes selon la revendication 14. 

16- Plantes ou partie de plantes selon les revendications 14 ou 15, caracterisees 
en ce qu'il s'agit de mais. 

30 17- Vecteur comprenant deux cassettes d'expression (i) et (ii) selon la 

revendication 1. 

18- Cellule hote comprenant le vecteur selon revendication 17. 

19- Cellule de plante, ou clone d'une telle cellule, transformee avec un vecteur 
selon revendication 17. 

35 
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20- Methode de selection sur cals des evenements presentant une excision de I'element 
Ds : :M pour I'obtention de plantes transgeniques contenant un gene d'interet sans 
sequence auxiliaire etrangere, comprenant les etapes 

production de cals a partir d'embryons immatures F1 
5 - selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et I'element Ds : :M 

- multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de Telement Ds : :M 
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<210> 1 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 
Oligonucleotide synthetique 

<400> 1 

cgacaatctg atcatgagcg 20 



<210> 2 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide synthetique 

<400> 2 

cttaataaca cattgcggac g 21 



<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide synthetique 

<400> 3 

cgaattcgcg ccggtaac 18 



<210> 4 
<211> 23 
<212> ADN 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 
Oligonucleotide synthetique 

<400> 4 

tcgtgccgaa ttcgatatca age 23 



<210> 5 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide synthetique EMU 

<400> 5 

cattgeggae gtttttaatg tactg 25 



<210> 6 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide synthetique Barn5 

<400> 6 

ggtttcgctc atgtgttgag c 21 



<210> 7 
<211> 985 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 7 

ctcgaggtcg 

tgatgatgat 

ctaccacgtt 

aagtaattgt 

tataatattt 

ataagtacat 

taaatatgtt 

tttaatggat 

ctaagttatg 

gaacgaaaga 

caaaaacaaa 

aagcatttac 

tataaatgat 

tttgttattt 

caagatcaca 

actatttaca 

gaataaaaaa 



aeggtatega 
aagtaatcat 
ctctttgata 
atccactaga 
tggggaaata 
gtttctgttt 
tatgaaataa 
tcgagattta 
ttgatctcaa 
tgagtaaaat 
ccatgtgtta 
gtgtaaccgg 
aaattaattg 
cccctagctt 
aaaaaaaagc 
tacactttta 
cacaagtact 



taagcttgea 
tggagaattg 
ttcctcgatt 
actttgggaa 
gattttctct 
cgttatattg 
gcgagaaagg 
gtattcttaa 
atccttaatt 
actaaaaatc 
ccgtcaaatc 
ateaacegga 
aatatcttaa 
ttagtttttt 
atcacttcac 
ttctataaat 
ctaga 



tgectgeagg 
tctaacacat 
ttcctcgtga 
tctcccatct 
actgattttg 
ttgtcgtggt 
aattaattaa 
atttttgttt 
atgttctcct 
ttttctcaaa 
aatgtgttta 
tttgggtttt 
ttaatctgtg 
tatcatgeaa 
ttcatgacct 
atagatgatg 



tagacattgt 
gcactggaga 
tttcatcagc 
aatttatgta 
ttgtgtgaca 
tgagtcttta 
aegtatcgag 
cattatcatt 
aagaagagta 
agtcaaatcg 
aaagatgtta 
gaatatgttg 
aaagaaacta 
aacttatgaa 
aattattctc 
gaattcacca 



aggttggttt 60 
attattgact 120 
ctctccgaaa 180 
ttagagaagt 240 
ttatattttt 300 
ttagagcatg 360 
tgataaatgc 420 
gattataaaa 480 
caagtggtgg 540 
cattagttaa 600 
accactaatc 660 
tggagatgta 720 
catcacacac 780 
gtaactagat 840 
gaagcccaaa 900 
atccaaaagt 960 
985 
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<210> 8 
<211> 898 
<212> ADN 

<213> Bacillus amyloliquef aciens 



<400> 8 

aagcttctag 

gacatatcat 

ggtggcatca 

cttctcaaac 

tattaactat 

gatttacaaa 

gcttcctgcg 

aactctgat c 

gaggacatcg 

aaactgatag 

ggaacaaatc 

ggaatactac 

cccgctcgtt 

cgagagtgtg 

actttcttaa 



accatggcac 
aagctacctg 
aaagggaacc 
agggaaggca 
acatcaggct 
acaacggacc 
gaggccgttt 
ggtcaatttc 
tccagctgaa 
aataaaatca 
agaagtatca 
ggtgaaaacc 
ttggaatgga 
cttcaggttt 
tacgatcaat 



aggttatcaa 
ataattacat 
ttgcagacgt 
aactcccggg 
tcagaaattc 
attatcagac 
ttttcagctt 
actttccgga 
accggggcag 
taagaaagga 
gcgacctcca 
tggacgcttt 
ggcagtttga 
tccgtgaagc 
gggagatgaa 



cacgtttgac 
tacaaaatca 
cgctccgggg 
caaaagcgga 
agaccggatt 
ctttacaaaa 
tacataaagt 
tccggt ccaa 
aatccggcca 
gccgcacatg 
ccagacattg 
atgggattgt 
acaaagcaag 
gaaagcggaa 
caatatggaa 



ggggttgcgg 
gaagcacaag 
aaaagcatcg 
cgaacatggc 
ctttactcaa 
atcagataac 
gtgtaataaa 
tctgcagccg 
tttctgaaga 
aaaaaagcag 
aaaaaggagc 
ctgaccggat 
cagctgactg 
ggctgcgaca 
acacaaaccc 



attatcttca 60 
ccctcggctg 120 
gcggagacat 180 
gtgaagcgga 2 40 
gcgactggct 300 
gaaaaaaacg 360 
tttttcttca 420 
tccgagacag 480 
gaaaaatggt 5 40 
tcattaacgg 600 
ttgcccttcc 660 
gggtggagta 720 
aaaatggcgc 780 
tcaccatcat 840 
gcaagctt 8 98 



